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Methoden zur ln-vitro-Erfassung von 
Pflanzenschutzmittelwirkungen auf Mikroorganismen 
aus der Phyllosphäre 
Methods for in vitro-assessment of pesticide effects on microorganisms of the phyllosphere 
Von Silvia E. Smolka 
Zusammenfassung 
Saprophytische Mikroorganismen können in der Phyllosphäre 
wichtige Aufgaben unter anderem als Antagonisten von 
Krankheitserregern, als Resistenzinduktoren und Stickstoff­
fixierer übernehmen. Andererseits sind sie den Einflüssen von 
Pflanzenschutzmitteln besonders ausgesetzt, da sie bei Sprit­
zungen direkt getroffen werden und später mit den Spritzbelä­
gen konfrontiert sind. Es wurden daher Methoden ausgearbei­
tet und erprobt, mit denen die Wirkungen von Pflanzenschutz­
mitteln auf Mikroorganismen der Phyllosphäre in vitro erfaßt 
werden können. Die Untersuchungen wurden an epiphyti­
schen Hefen und Bakterien von Tomaten durchgeführt. Als 
Pflanzenschutzmittel wurden zunächst Fungizide geprüft. 
Ein Hemmhoftest in Petrischalen erwies sich nur für die 
Prüfung von Pflanzenschutzmitteln in hohen Konzentrationen 
als geeignet und ermöglichte nur bedingt eine Quantifizierung. 
Sehr viel empfindlicher war ein Test in Mikrotiterplatten, bei 
dem das Wachstum der Mikroorganismen unter dem Einfluß 
der Fungizide anhand ihrer optischen Dichte mit Hilfe eines 
Photometers verfolgt wird. Während die geprüften Hefen und 
Bakterien im Hemmhoftest erst durch praxisübliche Konzen­
trationen der Fungizide gehemmt wurden, konnten Wirkun­
gen im Mikrotiterplattentest bereits bei weniger als einem 
Tausendstel dieser Konzentrationen differenziert erfaßt wer­
den. Der No-effect-level von Euparen lag in diesem Test bei 
allen Hefen bei ca. 1 * 10-5-Verdünnung der praxisüblichen
Konzentration. Im Gegensatz zu anderen Methoden erwies 
sich dieses Verfahren als geeignet, Wirkungen, die an Pflan­
zen beobachtet wurden, zu erfassen. Dieser Test ist für Routi­
neprüfungen geeignet, da er automatisierbar ist. 
Abstract 
Saprophytic microorganisms play an important part in the ecological 
system of the phyllosphere for example by antagonizing phytopatho­
genic fungi and bacteria. by inducing resistance against plant diseases 
or by contributing to the nitrogen nutrition of thc host plant by N2-
fixation. On the other hand, they arc particularly exposed to pestici­
des, being hit dircctly by pesticidal sprays and subsequently being con­
fronted with the residues. Subject of thc invcstigations was the elabo­
ration and evaluation of methods for in vitro-assessment of pesticide 
effects on microorganisms of the phyllosphere. The experiments were 
conducted with several fungicides and cpiphytic yeasts and bacteria 
from the phylloplane of tomatoes. 
An inhibition zone test in pctridishes showcd to be appropriate only 
for cvaluation of the effects of fungicide concentrations recommendcd 
for practical use and permitted only limited quantifications. A tech­
nique for assessing microbial growth under the influence of the fungi-
cides in microplates by photometrical measurement of the optical 
density could be shown as much more sensitive. 
In contrast to the inhibition zone test the microplate technique 
proved to be suitable for quantification of effects of fungicide concen­
trations less than the thousandth part of the normal rates used on 
plants. The no-effect-level of fcuparen determined with this method 
was below a dilution of 1 * 10-, of the recommended concentration. 
Unlike other in vitro-methods this technique showed to be appropriate 
for revealing effects of fungicides observed in experiments with plants. 
lt can be automated and used in routine tests. 
1 Einleitung 
Mikroorganismen in der Phyllosphäre werden bisher bei der 
Bewertung von Chemikalien hinsichtlich ihrer Auswirkungen 
auf den Naturhaushalt nicht berücksichtigt. Gleichwohl kön­
nen diese Organismen, ähnlich wie die bereits in das Zulas­
sungsverfahren einbezogenen Nutzarthropoden, als Antago­
nisten von Schaderregern der Pflanzen erhebliche Bedeutung 
haben (z.B. BLAKEMAN und FoKKEMA, 1982). Ein besonders 
intensiv bearbeiteter Bereich liegt bei den epiphytischen 
Hefen (FoKKEMA und LORBEER, 1974; FoKKEMA, 1984; W1L­
L1AMSON UND FoKKEMA, 1985), die als Konkurrenten phytopa­
thogener Pilze an verschiedenen Kulturpflanzen wirksam sein 
und unter günstigen Bedingungen die Krankheitsentwicklung 
um bis zu ca. 50 % hemmen können. Darüber hinaus gibt es 
Hinweise auf wichtige andere Funktionen, die epiphytische 
Mikroorganismen übernehmen können, wie z.B. die Resi­
stenzinduktion (WtLSON, 1989), die Stickstoffixierung (SEN et 
al., 1985) und bei Wein die Vergärung. 
Diese Organismen sind vielen Pflanzenschutzmitteln unmit­
telbar ausgesetzt, weil sie bei Spritzungen direkt getroffen 
werden und später mit den Spritzbelägen konfrontiert sind. Es 
erscheint deshalb dringend erforderlich, Kenntnisse über die 
Empfindlichkeit solcher epiphytischen Mikroorganismen 
gegenüber Pflanzenschutzmitteln zu erarbeiten. 
Eine Voraussetzung hierfür sind einfache Methoden, die 
sich zur In-vitro-Erfassung von Nebenwirkungen der Pflanzen­
schutzmittel eignen. Die Vielzahl und Unterschiedlichkeit der 
zu prüfenden Pflanzenschutzmittel und Formulierungsstoffe 
einerseits und der epiphytischen Mikroorganismen anderer­
seits erfordern, daß die Methode vielseitig einsetzbar und 
automatisierbar ist, um im Routineeinsatz verwendet werden 
zu können. 
Die vorliegenden Untersuchungen dienten dem Vergleich 
möglicher Methoden und der Ausarbeitung eines ln-vitro­
Standardverfahrens zur Prüfung von Pflanzenschutzmitteln 
auf ihre Wirkungen gegenüber Mikroorganismen. Die Unter-
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Tab. 1. Getestete Arten und Jsolate 
Hefen: 
Cryptococcus a/bidus 
Oyptococcus laurentii 
Rhodotorula minuta 
Sporobolomyces roseus 
Bakterien: 
Erwinia herbicola 
Bacillus sp. 
H170, H177 
H274 
H4, H35 
H266, H272 
B9, B210 
B129 
suchungen wurden an Hefen und Bakterien durchgeführt, die 
aus der PhylJosphäre von Tomaten isoliert worden waren. Als 
Pflanzenschutzmittel wurden schwerpunktmäßig Fungizide 
eingesetzt, die im praktischen Tomatenanbau angewendet 
werden oder wurden. Ein Kriterium für die Auswahl dieses 
Systems waren eigene Beobachtungen, nach denen die durch 
Cladosporium fulvum verursachte Samtfleckenkrankheit 
durch epiphytische Hefen gehemmt werden kann. 
2 Material und Methoden 
2.1 Hefe- und Bakterienstämme
Mit Hilfe von Blattabspülungen wurden Hefen und Bakterien 
aus der Phy1losphäre von Tomaten gewonnen. Nach der Kolo­
nieform und -ausfärbung wurden einige typische Vertreter für 
die weiteren Untersuchungen ausgewählt. Die Hefen wurden 
anhand physiologischer und morphologischer Merkmale nach 
BARNETT et al. (1986) und die Bakterien anhand ihrer Fettsäu­
remuster mit dem Microbial Identification System (HP) (SAs­
SER, 1990) bestimmt (Tab. 1). 
2.2 Nährmedien und Anzuchtbedingungen 
Als Nährsubstrat für die Hefen diente das Medium 186 der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu­
ren: 3 g Hefeextraxt (Oxoid], 3 g Malzextrakt [Difco], 5 g 
Pepton aus Casein, 11 g Glucose/1 Aqua. dest. (pH 5,6). Beim 
Hemmhoftest wurden 2 % Agar zugefügt. 
Für die Untersuchungen der Bakterien wurde Yeast-Glu­
cose-Medium (YGM) verwendet: 2 g Hefeextrakt, 2,5 g Glu­
cose, 0,25g K2HP04, 0,25g KH2P04, O,lg MgS04 *7H20, 
0,015g MnS04 *4H20, 0,05g NaCI und 0,005g 
FeS04 *7H20 pro Liter Aqua dest. (pH 5,6). 
Die Anzucht von Hefen und Bakterien erfolgte im Dunkeln 
bei 20 °c, die Durchführung der Mikrotiterplattenversuche bei 
25°C. 
Tab. 2. Geprüfte Fungizide 
2.3 Pflanzenschutzmittel 
Die Fungizide, deren Wirkung auf Hefen und Bakterien 
geprüft wurden, sind in TabelJe 2 zusammengestellt. Bei alkn 
Konzentrationsangaben diente die niedrigste für Gemüsekul­
turen empfohlene Anwendungskonzentration als Bezugs­
größe. Im Hemmhoftest wurden Konzentrationen zwischen 
dem 1 * 10-4_ und Zweifachen der praxisüblichen Konzentra­
.tion verwendet. In den Mikrotiterplatten wurden je nach 
Empfindlichkeit der Isolate gegenüber den verschiedenen Mit­
teln, die in Vorversuchen abgeschätzt wurde, Konzentratio­
nen zwischen dem 1 * 10-5_ und lüfachen dieser empfohlenen 
Konzentrationen geprüft. Darüber hinaus wurden Trübungs­
messungen mit weiteren Präparaten durchgeführt, um zu prü­
fen, ob sich die Mikrotiterplattenmethode als allgemeines 
Testverf ahren für Fungizide eignet. In diesem Rahmen wur­
den Afugan (Pyrazophos), Aliette (Fosetyl), Bayleton spezial 
(Triadimefon), Baymat flüssig (Bitertanol), Benomyl (Beno­
myl), Derosal flüssig (Carbendazim), BASF-Grünkupfer 
(Kupferoxychlorid), Maneb (Maneb), Rovral (Iprodion) und 
Sumisclex WG (Procymidon) getestet. 
2.4 Hemmhofmessung in Petrischalen 
Je 2 ml einer Mikroorganismensuspension der Dichte 
1,1-1,4 * 108 Zellen/ml Nährmedium wurden in leere Petri­
schalen pipettiert und mit 18 ml Nährmedium, das auf 45 °C 
abgekühlt war, aufgefü1lt und gemischt. 
Für jede Fungizid-Isolat-Kombination wurden in 4 Paral­
lelen je eine Platte mit der einfachen oder doppelten praxisüb­
lichen Fungizidkonzentration, der 10- 1- und 10-2-Verdünnung
und eine Platte mit der 10-3-, der 10-4-Verdünnung und der 
Kontrolle angelegt. Die Fungizidapplikation erfolgte auf zwei 
Arten: Bei der Testplättchenmethode wurden in Fungizid 
getränkte (15 µ1) Filterpapierscheibchen eines Durchmessers 
von 1 cm auf den erkalteten Agar aufgelegt. Bei der Stanz­
lochmethode wurden mit Hilfe eines 6-mm-Korkbohrers 
Löcher vorgestanzt und der so gelöste Agar unter Zuhilfe­
nahme der Wasserstrahlpumpe mit einer an der Spitze durch 
Abschneiden etwas erweiterten blauen Eppendorf-Pipetten­
spitze abgesaugt. Je 70 µl der Fungizidsuspensionen wurden in 
die Löcher gefüllt. 
Die Hemmhofmessung erfolgte nach 3 Tagen. 
2.5 Wachstumsmessungen anhand der optischen Dichte in 
Mikroti terpla tten 
Die Näpfe steriler Mikrotiterplatten (Flow) wurden in je 6 
Parallelen befällt mit: 
Handelsprodukt Wirkstoff praxisübliche 
Konzentration 
[%] bzw. 
empfohlener 
Aufwand [kg/ha] 
geprüfte Konzentrati.onen 
in% der 
praxisüblichen 
Konzentration 
Wirkstoff­
konzentration 
[ppm] 
Hemm haftest 
Antracol 
Dithane Ultra 
Euparen 
Polyram-Combi 
Mikrotite1plattentest: 
Antracol 
Dithane Ultra 
Euparen 
Polyram-Combi 
Previcur N 
Ronilan 
Propineb 
Mancozeb 
Dichlofluanid 
Metiram 
Propineb 
Mancozeb 
Dichlofluanid 
Metiram 
Propamocarb 
Vinclozolin 
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0,2 % bzw. 1,2-2,4 kg 
0,2 % bzw. 1,2-2,4 kg 
0,2 % bzw. 1,2-2,4 kg 
0,2 % gießen bzw. 1,8-3,6 kg 
0,15 % 
0,17 % bzw. 1__:_3 kg 
0,01-100 
0,02-200 
0,02-200 
0,01-100 
0,003-1 
0,003-1 
0,001-1 
0,003-1 
0,003-1000 
0,003-100 
14-140000 
32-320 000
20-200 000
14-140000
4,2-1400 
4,8-1600 
1-1000
4,2-1400
3,3-1500
2,5-830
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- 180 µl einer Mikroorganismensuspension von 3 * 104 Zellen/
ml Nährlösung bei Hefen oder von 1-3 * 104 Zellen bei Bakte­
rien bzw. reinem Nährmedium als Blank
- 20 µl Fungizidlösung bzw. -Suspension.
Als Verdunstungssperre zu den Seiten wurden die Randrei­
hen der Mikrotiterplatten mit Wasser gefüllt und die Platten 
abgedeckt (s. u.). Die Messungen wurden mit einem Photome­
ter Titertek Multiskan MCC/340 von Flow vorgenommen und 
hinsichtlich Leer- und Mittelwerten mit dem Computerpro­
gramm „Eia", das auch das Photometer steuert, verrechnet. 
Die Messungen wurden bei Hefen einmal pro Tag (mindestens 
4 Tage) und bei Bakterien bis zu 4mal pro Tag (mindestens 
48 h) durchgeführt, solange bis eine optische Dichte oberhalb 
des linearen Bereichs des Konzentrations-/optische Dichte­
Verhältnisses (vgl. 3.2.1.4) erreicht war. 
Das Ziel der Arbeiten war die Optimierung des Verfahrens 
für eine möglichst breite Palette an Mikroorganismen aus der 
Phyllosphäre. Deshalb wurden die folgenden methodischen 
Untersuchungen mit jeweils mehreren Stämmen durchge­
führt: 
2.5.1 Versuche zur Optimierung des Mikrotiterplattentests 
2.5 .1.1 Trübung der Fungizidsuspensionen 
Da die Fungizide selbst eine mehr oder weniger starke Trü­
bung verursachen, wurde die optische Dichte einer Palette 
formulierter Handelspräparate in verschiedenen Konzentra­
tionen (0,03-100 % der praxisüblichen Konzentration) ermit­
telt (vgl. 2.3). 
Bei Antracol, Maneb und Ronilan, die in Form der Han­
delspräparate in Nährlösung eine besonders starke Trübung 
verursachten, wurden zusätzlich ihre gereinigten bzw. unfor­
mulierten Wirkstoffe Propineb (86,3 % ), Maneb (90,6 % ) und 
Vinclozolin (99,8 % ) geprüft. 
Darüber hinaus wurde getestet, ob eine Vorlösung der 
Präparate in Aceton die Löslichkeit verbessert bzw. die Trü­
bung verändert und ob Aceton das Wachstum der Mikroorga­
nismen (Hefestamm H272, Bakterienstamm 89) beeinflußt. 
Konzentrationen zwischen dem 0,001- und lüfachen der 
praxisüblichen Konzentration wurden in 1 ml Aceton vorge­
löst. Die Endkonzentration des Acetons in den Näpfen der 
Mikrotiterplatten betrug 1 % . 
2.5.1.2 Wachstumsstadium der Vorkultur 
Bei der Vorkultur war bei den ersten Versuchsserien ihr Alter 
außer acht gelassen worden. Aufgrund einer unzureichenden 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden vergleichende 
Untersuchungen zur Ermittlung des optimalen Wachstumssta­
diums der Vorkultur mit Mikroorganismen aus 1, 2, und 3 
Tage alten Vorkulturen durchgeführt. Ihre Beimpfung 
erfolgte mit 106 Zellen/ml Nährlösung. 
2.5.1.3 Abdeckungen 
Da die Kulturen in den Mikrotiterplatten einerseits steril 
gehalten und gegen Austrocknung geschützt werden müssen 
und andererseits aber eine Belüftung zu gewährleisten ist, 
wurden als Abdeckungen Klebefolien, die intakt gelassen oder 
durchstochen wurden, Parafilm, zu den Mikrotiterplatten 
gehörige Deckel sowie Mikrotiterplatten selbst auf ihre Eig­
nung geprüft. 
2.5.1.4 Wellenlänge und linearer Meßbereich 
Zur Ermittlung der optimalen Wellenlänge wurden parallel 
Messungen der optischen Dichte von Mikroorganismen­
Suspensionen bestimmter Dichten bei 540 nm, 620 nm und 
690 nm durchgeführt. Hierbei wurde auch der lineare Meßbe­
reich bestimmt. 
2.5.1.5 Wirkungsverluste 
Um festzustellen, ob Wirksamkeitsabnahmen während des 
Versuchszeitraums auf Fungizidverluste (z.B. durch Verdun­
stung) oder auf eine Adaptation nicht abgetöteter Mikroorga­
nismen zurückzuführen waren, wurde geprüft, ob bei einer 
Beimpfung der Mikrotiterplatten erst 4 Tage nach Befüllung 
mit den Fungiziden die Wirkung verringert war. 
2.5.2 Standardmethode 
Vorkulturalter: 60 h bei Hefen, 48 h bei Bakterien. 
Schutz gegen Austrocknung: Abdeckung mit weiteren 
Mikrotiterplatten, Befüllung der Randreihen mit Wasser als 
Verdunstungssperre. 
lnkubationstemperatur: 20 °C (Vorkultur), 25 °C (Fungizid­
prüfung). 
Meßzeitpunkt: 48 h nach Beimpfung bei Bakterien, 4 Tage 
nach Beimpfung bei Hefen. 
Wellenlänge: 540 nm für Hefen, 620 nm für Bakterien. 
Alle Messungen erfolgten in 6 Parallelen. Die Versuche 
wurden zwei- bis viermal wiederholt. 
3 Ergebnisse 
3.1 Hemmhoftest 
3.1.1 Testplättchenmethode 
Unter dem Einfluß von Euparen entwickelten sich ab der 
praxisüblichen Konzentration und von Dithane Ultra ab dem 
lüfachen dieser Konzentration Hemmhöfe. Polyram-Combi 
zeigte in diesen Konzentrationen keine Wir_kungen.
3.1.2 Stanzlochmethode 
Alle geprüften Fungizide führten in praxisüblicher Konzentra­
tion bei Verwendung der Stanzlochmethode zur Ausbildung 
von Hemmhöfen (Abb. 1). Während bei Polyram-Combi je 
nach lsolat bis zu 10 % oder sogar 100 % dieser Konzentration 
keine Wirkung ermittelt werden konnte, führten Antracol und 
Dithane Ultra bis 1 % (2 % ) zu keiner Hemmung der geprüf­
ten Organismen. Euparen zeigte bei dieser _Konzentration 
teilweise bereits deutliche Wirkungen. 
3.2 Wachstumsmessung anhand der optischen Dichte in Mi­
kroti terpla tten 
3.2.1 Versuche zur Optimierung des Mikrotiterplattentests 
3.2.1.1 Trübung der Fungizidsuspensionen 
Der lineare Bereich bei der Wachstumsmessung mit der 
geprüften Methode reichte bis zu einer optischen Dichte von 
0,4 (siehe unten) und ließ somit eine Quantifizierung des 
Wachstums zu, wenn die durch die Fungizide verursachte 
Trübung in wäßriger Lösung bzw. Nährmedium deutlich 
geringer war. Bis zu einer Konzentration von 3 % der praxis­
üblichen Konzentration lag die optische Dichte aller geprüften 
Fungizide unter diesem Wert (Tab. 3), so daß eine Quantifi­
zierung des Hefe- oder Bakterienwachstums in keinem Fall 
gestört wurde. Ab 10 % war eine Quantifizierung der Fungi­
zidwirkung bei Antracol, BASF-Grünkupfer und Maneb und 
ab 30 % bei Derosal flüssig, Dithane Ultra, Polyram-Combi, 
Ronilan und Rovral nicht mehr möglich. Bei den hohen 
Konzentrationen konnte damit in diesen Fällen nur festgestellt 
werden, ob überhaupt Wachstum stattgefunden hatte. Nur 
Aliette und Previcur N verursachten bis zur praxisüblichen 
Konzentration keine störende Trübung. 
Tendenziell ergab sich bei den meisten Fungiziden eine 
leichte Extinktionsabnahme während des Versuchszeit­
raumes. 
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Abb. l. Wachstumshemmung von Mikroorganismen der Phyllosphäre durch Fungizide, ermittelt mit der Stanzlochmethode (Hemmhoftest) 
(Messung nach 3 Tagen). 
Durch die Vorlösung der Fungizide in Aceton konnte keine 
Verbesserung hinsichtlich ihrer Löslichkeit oder Trübung 
erzielt werden. 
Die Verwendung der Wirkstoffe Propineb und Maneb 
führte bei den geprüften Fungiziden gegenüber den Handels­
präparaten Antracol und Maneb zu einer geringfügigen 
Abnahme der Trübung. Vinclozolin (Ronilan) war in unfor­
mulierter Form in Wasser unlöslich. 
3.2.1.2 Wachstumsstadium der Vorkultur 
Versuche, bei denen die Beimpfung mit ein, zwei und drei 
Tage alten Vorkulturen der beiden Hefeisolate 4 und 177 
erfolgte, zeigten, daß die Empfindlichkeit der Hefen durch das 
Wachstumsstadium der zur Beimpfung verwendeten Vorkul­
tur beeinflußt werden kann. Je jünger die Vorkultur war, um 
so größer war die Wachstumsverzögerung unter dem Einfluß 
der Fungizide. Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse des entspre­
chenden Wachstumsversuchs bei Verwendung 1 und 3 Tage 
alter Vorkulturen. Bei den Kontrollkulturen ohne Euparen 
und den niedrigsten Fungizidkonzentrationen traten keine 
Wachstumsverzögerungen auf. 
Die Kulturdauer bis zum Erreichen der exponentiellen 
Phase war bei verschiedenen Hefen sehr unterschiedlich und 
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Tab. 3. Trübung von Fungizidsuspensionen verschiedener Konzentra­
tionen (OD bei 540 nm) 
Handelspräparat 
oder Wirkstoff 
Afugan 
Aliette 
Antracol 
Propineb (Wirkst.) 
BASF-Grünkupfer 
Bayleton spezial 
Baymat flüssig 
Bcnomyl 
Derosal flüssig 
Dithane Ultra 
Euparen 
Maneb 
Maneb (Wirkst.) 
Polyram-Combi 
Previcur N 
Ronilan 
Rovral 
Sumisclex WG 
Fungizidkonzentration [% d. praxisübl. Konz.] 
100% 
0.431 
0,234 
1,923 
1,795 
2,124 
0,692 
0,367 
0,330 
1,042 
1,784 
0,817 
1,970 
1,492 
1,620 
0.002 
1,255 
l.171
0,915 
30% 
0.111 
0.076 
1,406 
0,973 
1,359 
0,237 
0,096 
0.112 
0,361 
0,919 
0,208 
1,153 
0,559 
0,843 
0,002 
0,4'18 
0,481 
0,301 
10% 
0,017 
0,031 
0,581 
0,372 
0,440 
0.087 
0.043 
0.044 
0,114 
0,226 
0,076 
0.420 
0,273 
0,224 
0,000 
0,134 
0,152 
0,095 
3% 
0,000 
0,014 
0,175 
0,113 
0,120 
0.031 
0.017 
0,016 
0,021 
0,073 
0,020 
0.116 
0.082 
0,062 
0,000 
0,032 
0,038 
0,027 
1% 
0,000 
0,007 
0,066 
0,040 
0,049 
0,015 
0,009 
0,006 
0,000 
0,026 
0,011 
0,047 
0,017 
0,024 
0,000 
0,015 
0,013 
0,007 
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Wachstum IOD bei 540nm] 0,4.---------------------� 
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a) 
5 
Vorkulturalter: 3 Tage 
Wachstum IOD bei 540nm] 0,4----'-----------------� 
0,3 
0,2 
0,1 
2 3 
Alter !Tage] 
Vorkulturalter: 1 Tag 
Wachstum [OD bei 540nm] 0,4.---------------------� 
0 2 3 
Alter [Tage] 
b) 
Vorkulturalter: 3 Tage 
Wachstum IOD bei 540nm] 
5 
0,4.--------------------� 
0,3 
0,2 
0,1 
2 3 
Alter [Tage] 
5 
0.3% 
0,003% 
--+- 0.1% 
Konz.(% d.pr.übl.K.( 
0.03% --&- 0.01% 
-- 0.001% � Kontrolle 
Abb. 2. Einfluß des Vorkulturalters auf das Wachstum von He(en unter Euparen-Eintluß bei Verwendung der Mikrotiterplattenrncthode. 
a) Rhodotorula minuta (H 4), b) Oyptococcus albidus (H 177)
betrug in Abhängigkeit vom Isolat ein bis drei Tage (Tab. 4). 
60 Stunden nach der Beimpfung hatten alle geprüften Hefen 
bei einer Ausgangskonzentration von 1 * 106 Zellen/ml Nähr­
lösung unter den gegebenen Bedingungen die Log-Phase 
erreicht bzw. waren gerade noch nicht in die stationäre Phase 
eingetreten. Diese Anzuchtzeit erwies sich daher als am geeig­
netsten für die Vorkultur, um verschiedene Hefen unter mög­
lichst gleichen Bedingungen prüfen zu können. 
Die Bakterien befanden sich unter den gegebenen Bedin­
gungen je nach Stamm zwischen 10 h und 26 h in der Log­
Phase und wurden entsprechend nach 16 h Vorkultivierung 
für die Beimpfung verwendet. 
3.2.1.3 Abdeckungen 
Unter aufgelegten Kunststoffabdeckungen (Deckeln oder 
Mikrotiterplatten) und Parafilm zeigten die untersuchten 
Hefen (Isolat 4 und 35) gleiches Wachstum und gleiche Emp­
findlichkeit gegenüber Fungiziden. 
Folie als Abdeckung führte hingegen bei einigen Hefen zu 
einer starken Wachstumshemmung (Isolate 177, 266, 272), 
während andere Hefen (Jsolat 4, 170) unbeeinträchtigt blieben 
(z.B. Abb. 3a). Unabhängig davon zeigten einige Hefen eine 
geringere Empfindlichkeit gegenüber Fungiziden unter Folie 
als unter aufgelegten Kunststoffabdeckungen (z.B. lsolate 4 
und 266, Abb. 3b). Eine Perforation der Folien ermöglichte 
Tab. 4. Wachstumsstadien epiphytischer Hefen in Schüttelkultur (Ausgangsdichte: l06 Zellen/ml Nährmedium, Inkubation bei 20°C) 
48 h 
60 h 
72h 
Lag-Phase 
H266, H272, H274 
Log-Phase 
H4, H35, Hl70, Hl77 
H170, H266. H272, H274; 
H4, H35, H 177 (späte log-Ph.) 
H266, H272. H274 
Stationäre Phase 
H4, H35. Hl70, HI77 
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a) lsolat H4
Wachstum (00 bei 540 nml 
0,3�----------------------, 
0,25 
0,2 
0,15 
0,1 
0,05 
o,..-,,=-___ _,_ ____ _J_ __ -'----'----__, 
0 2 
Alter (TageJ 
a) lsolat H266
Wachstum (00 bei 540 nml 
3 4 
1�-----------------------, 
0,8 
. 0,8 
0,4 
0,2 
o,..-==----'-------'------'-----_, 
0 2 
Alter (Tage) 
Abdeckungen 
-- Deckel -+- Folie 
3 
b) lsolat H4
Wachstum [% der Kontrolle) 100 �---------------------, 
0,001 0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 
0,001 
Fungizidkonz. [% der praxisübl. Konz.) 
b) lsolat H266
0,003 0,01 0,03 0, 1 
Fungizidkonz. [% der praxisübl. Konz.) 
Abdeckungen 
- Deckel • Folie
0,3 
Abb. 3. Einfluß verschiedener Abdeckungen der Mikrotiterplatten auf das Wachstum von Hefen (a) und die Wachstumshemmung durch 
Euparen (b) (4 Tage nach Beimpfung). 
zwar eine verbesserte Sauerstoffversorgung und damit ein 
besseres Wachstum, aber die eingerissene Folie störte die 
Messungen. 
3.2.1.4 Wellenlänge und linearer Meßbereich 
Die mit verschiedenen Wellenlängen (540 nm, 620 nm, 
690 nm) ermittelten Ergebnisse unterschieden sich im wesent­
lichen nicht (Abb. 4). Mit abnehmender Wellenlänge nahm 
die Extinktion zwar etwas zu, die Relationen wurden jedoch 
nicht beeinflußt. 
Die Extinktion erwies sich als mit der Konzentration der 
Hefen und Bakterien linear bis ca. 0,4. 
3.2.1.5 Wirkungsverluste 
Bei allen Hefe-Fungizid-Kombinationen konnten Konzentra­
tionen der Mittel ermittelt werden, unter deren Einwirkung es 
lediglich zu Wachstumsverzögerungen kam (vgl. z.B. 
Abb. 2). Da dieser Effekt auf Wirkstoffverluste während des 
Versuchszeitraums oder eine Adaptation überlebender 
Mikroorganismen zurückzuführen sein konnte, wurden Versu-
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ehe durchgeführt, bei denen die Mikrotiterplatten erst 4 Tage 
nach der Befüllung mit den Fungiziden beimpft wurden. Es 
zeigte sich, daß die Hefen bei sofortiger Beimpfung wesentlich 
stärker gehemmt wurden als bei Beimpfung der Mikrotiter­
platten 4 Tage nach Fungizidansatz (Abb. 5). Dieser Effekt 
war tendenziell bei allen untersuchten Fungiziden zu beobach­
ten, besonders stark jedoch bei Euparen. Während eines 
Versuchszeitraums von 4 Tagen, wie er für die Standardme­
thode gewählt wurde, traten somit bei allen hierauf untersuch­
ten Fungiziden Wirkstoffverluste auf. 
3.2. l.6 Variabilität der Meßwerte 
Wie aus Abbildung 6 ersichtlich, war die Variabilität der 
Meßwerte vom Wachstumsstadium der Mikroorganismen 
abhängig. Da die Fungizide in den niedrigeren geprüften 
Konzentrationen das Wachstum der Mikroorganismen verzö­
gerten (vgl. Kap. 3.2.2), beeinflußten sie die Schwankungs­
breite indirekt ebenfalls. Die relative Standardabweichung 
( = relativer Variationskoeffizient) lag bei 6 Parallelen am 
Versuchsbeginn und -ende unter 5 % . Besonders durch einen 
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a) 
b) 
00 (540nm, 620nm, 690nm) 1..---------------....,....-----------------, 
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o�-�--�--_..___ ..___�--�--_.._ __ .___�--�-_.. 
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1 ,2 ..---------------------------------�
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0,4 
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o�--'--�--�--'----'-----"�-_.._-� _ ___. __ _.____� _ ___. _ __,
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Millionen Zellen 
- 540 nm
Wellenlänge 
-+- 620 nm -+- 690 nm 
Abb. 4. Eichreihen zur Dichte der Hefen Rhodotorula minuta (H4) und Ciyptococcus albidus (HJ77) (a) und des Bakteriums Bacillussp. (b) bei 
Messung mit verschiedenen Wellenlängen. 
uneinheitlichen Beginn der Log-Phase kam es jedoch je nach 
Fungizidkonzentration 1-2 Tage nach Beimpfung zu Standard­
abweichungen bis zu ca. 20 % und manchmal mehr. Diese 
Schwankungen wurden gegen Ende der Log-Phase wieder 
ausgeglichen. 
In manchen Fällen, wie z.B. in dem in Abbildung 6 darge­
stellten Beispiel, kam es in einzelnen Näpfen zu einem Wachs­
tum der Hefen unter Einwirkung der höheren geprüften Fun­
gizidkonzentrationen (hier 0,1 % der praxisüblichen Konzen­
tration), während in den Parallelnäpfen keinerlei Wachstum 
stattfand. Diese gelegentlich auftretende Entwicklung resi­
stenter Stämme in einzelnen Näpfen führte zu relativen Stan­
dardabweichungen von ca. 80 % . 
3.2.2 Ausgewählte Ergebnisse zur Wirkung von Fungiziden 
auf epiphytische Mikroorganismen - ermittelt mit der Stan­
dardmethode 
Die drei Dithiocarbamate Antracol, Dithane Ultra und Poly­
ram-Combi zeigten gleiches Verhalten: Ab einer Konzentra­
tion von 0,3 % der praxisüblichen Konzentration war das 
Wachstum aller getesteten Hefen bis zum 4. Tag nach der 
Beimpfung unter den Standardbedingungen vollständig 
[> 
Abb. 5. Wirkungsverlust von Fungiziden gegenüber Hefen in Mikroti­
terplatten innerhalb von 4 Tagen (Beimpfung 4 Tage nach Ansatz der 
Fungizide, Messung 4 Tage nach Beimpfung). 
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relative Standardabweichung [%] ao ,--���������������������������� 
60 
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20 
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Abb. 6. Variabilität der mit der Mikrotiterplattenmethode erhaltenen Meßwerte am Beispiel eines Versuches zur Wirkung von Euparen auf das 
Hefeisolat H4. 
gehemmt (Abb. 7, Tab. 5). Einige Hefen zeigten bereits ab 
einer Verdünnung von 1 * 10-3 der praxisüblichen Konzentra­
tion kein Wachstum mehr. Niedrigere Konzentrationen führ­
ten zu Wachstumsverzögerungen, insbesondere zu einer Ver­
längerung der Lag-Phase mit einem später i. d. R. parallelen 
Verlauf der Wachstumskurve (vgl. auch Abb. 2). Gegenüber 
den drei geprüften Dithiocarbamaten erwiesen sich die Sporo­
bolomyces-lsolate H266 und H272 als besonders empfindlich. 
Euparen ließ demgegenüber schon in einer Verdünnung von 
1 * 10-3 der praxisüblichen Konzentration unter den Bedin­
gungen der Standardmethode keinerlei Hefewachstum mehr 
zu und verursachte bereits bei der 1 * 10-5-Verdünnung der
praxisüblichen Konzentration Wachstumsverzögerungen 
(Abb. 7, Tab. 5). Der No-effect-level (NOEL) lag bei den 
Dithiocarbamaten und Euparen in den meisten Fällen unter­
halb des geprüften Konzentrationsbereiches (Tab. 6). 
Bei Ronilan war eine wachstumsverzögernde Wirkung auf 
alle geprüften Hefen ab 30 % der praxisüblichen Konzentra­
tion nachweisbar, während Previcur N erst ab dem 3fachen der 
praxisüblichen Konzentration alle Hefen in ihrem Wachstum 
beeinträchtigte (Abb. 7). Bei diesen beiden Fungiziden lag die 
minimale Hemmkonzentration über den jeweils höchsten 
geprüften Konzentrationen (Tab. 5). 
Auch Bakterien wurden durch die Fungizide gehemmt. 
Besonders empfindlich gegenüber allen geprüften Substanzen 
war das Bacillus-sp.-Isolat B129. Durch Euparen wurde es in 
der gleichen Größenordnung gehemmt wie die empfind­
lichsten Hefen (Abb. 7, Tab. 5 und 6). 
4 Diskussion 
Ziel der Arbeit war es, ein Instrumentarium für die Laborprü­
fung von Pflanzenschutzmitteln auf ihre Wirkung gegenüber 
epiphytischen Mikroorganismen zu erarbeiten. Die Verschie­
denartigkeit der Mittel und Formulierungen sowie der Hefen 
und Bakterien, die die Phyllosphäre verschiedener Pflanzen 
besiedeln, stellen spezielle Anforderungen an die Methodik: 
Diese sollte für alle Pflanzenschutzmittel und Organismen 
gleichermaßen geeignet sein und unabhängig von den Pflan­
zenarten, die mit den Mitteln behandelt werden, Aussagen 
zulassen. 
Die untersuchten Hefen und Bakterien wurden aus der 
Phyllosphäre von Tomaten isoliert. Sie sind jedoch Vertreter 
der gleichen Arten, wie sie weit verbreitet auf Pflanzen ver­
schiedener Gattungen und Arten vorkommen (z.B. LAST und 
WARREN, 1972). Sie sind somit als Indikatoren für Pflanzen­
schutzmittelwirkungen allgemein geeignet. 
Die für die Prüfung von Antibiotikawirkungen gebräuchli­
che Testplättchenmethode zeigte eine schlechte Reproduzier­
barkeit der Ergebnisse, weil Schwankungen bei der Abtrock­
nung des Agars offenbar zu einer unterschiedlichen Aufnahme 
der Testsubstanzen aus dem Filterpapier führen können. 
Zudem erwies sich diese Methode als extrem unempfindlich. 
So konnten Wirkungen von Fungiziden, wie sie unter Praxis­
bedingungen vorgefunden wurden, z.B. von Polyram-Combi 
(Metiram) (ANDREWS and KENERLEY, 1978) oder Dithane 
Ultra (Mancozeb) (eigene unveröffentlichte Untersuchungen) 
auf epiphytische Hefen nicht bzw. nur mit lüfach erhöhter 
Konzentration nachvollzogen werden. Diese Methode eignet 
sich daher nicht für die Prüfung von Pflanzenschutzmitteln. 
Die Stanzlochmethode ist wesentlich empfindlicher und die 
hiermit erhaltenen Ergebnisse besser reproduzierbar, da die 
Testsubstanzen nur radial aus den Löchern und nicht zusätz­
lich wie bei der Testplättchen-Methode auch nach unten in 
den Agar diffundieren müssen, um die Mikroorganismen zu 
treffen. Wenn diese Methode auch nicht die Empfindlichkeit 
der Mikrotiterplattenmethode erreicht, so konnten Wirkun­
gen von Fungiziden auf Hefen, die bisher unter Praxisbedin-
[> 
Abb. 7. Wachstumshemmung von Mikroorganismen der Phyllosphäre 
durch Fungizide, ermittelt mit der Standard-Mikrotiterplattenme­
thode (Hefen 4 Tage, Bakterien 48 h nach Beimpfung). 
* Ronilan konnte aufgrund der Trübung des Fungizids nur bis zu 30 %
der praxisüblichen Konzentration geprüft werden.
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Tab. 5. Minimale Hemmkonzentration ( = niedrigste Konzentration, die zu einer vollständigen Wachstumshemmung führt) einiger Fungizide 
gegenüber Hefen und Bakterien in % der praxisüblichen Konzentration (nach 4 Tagen bei Hefen, nach 48 h bei Bakterien; die angegebenen 
Spannen geben Werte aus 3-4 Versuchen an) 
lsolat Antracol Dithane Ultra 
Hefen 
H4 0,3 0,1--0,3 
H35 0,1--0,3 0,1--0,3 
Hl70 0,1 0,03--0,1 
H177 0,1--0,3 0,1 
H266 0,3 0,1--0,3 
H272 0,1--0,3 0,03--0,1 
H274 0,03--0,1 0,1 
Bakterien 
89 >3 >3
B129 1 1
Euparen Polyram-Combi 
0,03--0,1 0,3-1 
0,03--0,1 0.3 
0.03--0,1 0,03--0,1 
0,1 0,3 
0,03 0,1 
0,03--0,1 0,1 
0,03--0,1 0,3 
>3 >3
0,1 l
Previcur N 
>1000
>1000
>1000
>1000
>100
> 100
Ronilan 
>100
>100
>100
> 100
>30
>30
>: die höchste geprüfte Konzentration führte noch nicht zu einer vollständigen Hemmung 
Tab. 6. No-effect-lcvcl (NOEL) einiger Fungizide bei epiphytischcn Hefen und Bakterien in % der praxisüblichen Konzentration (Effekte, die 
bis zum vierten Tag bei Hefen bzw. 48 h bei Bakterien ausgeglichen wurden, sowie eine Wachstumsreduktion auf bis zu 95 % der Kontrolle 
wurden nicht berücksichtigt; die angegebenen Spannen geben Werte aus 3-4 Versuchen an) 
lsolat Antracol Dithane Ultra 
Hefen 
H4 < 0,003--0,01 0,003 
H35 < 0,003--0.01 <0,003--0,0l 
H170 < 0,003 <0,003--0,0l 
Hl77 0,03 0,003--0,0 l 
H266 < 0.003--0,003 < 0,003 
H272 < 0,003 < = 0,003 
H274 < 0,003 < 0,003--0,0J 
Bakterien 
89 0,03 0,03 
8129 <0,03 <0,03 
Euparen Polyram-Combi 
< = 0.001 < 0,003 
< 0,00 L--0,003 O,Ol 
<0,001 <0,003--0,0J 
< 0,00 l--0,003 0,03 
< 0,001--0,003 < 0,003 
< 0,001--0,003 < 0,003 
0.001 0,03 
0,1 0,3 
<0,01 0,03 
Previcur N 
300 
300 
3-30
10
>JOO
10
Ronilan 
< J-LO 
3-10
3-10
10
3 
<l 
>: NOEL liegt oberhalb der höchsten geprüften Konzentration (keine der geprüften Konzentrationen führte zu einer Hemmung) 
<: NOEL war mit der niedrigsten geprüften Konzentration noch nicht erreicht (alle geprüften Konzentrationen führten zu einer Hemmung) 
gungen gefunden wurden, doch mit dieser Methode erfaßt 
werden. Allerdings liegen erst zu wenigen Pflanzenschutzmit­
teln Beobachtungen zu ihren Wirkungen auf epiphytische 
Hefen an Pflanzen vor (ANDREWS and KENERLEY, 1978; FoK­
KEMA, 1988; SMOLKA und RuBACH, 1988; SMOLKA, unveröf­
fentlicht), von denen nur Polyram-Combi, Euparen und 
Dithane Ultra auch in der vorliegenden Untersuchung geprüft 
wurden. 
Während alle drei Fungizide nach diesen Untersuchungen 
Hefen in vivo hemmen, führten im Hemmhoftest nur Euparen 
und Dithane Ultra zu einer deutlichen Wachstumshemmung 
aller geprüften Hefen. Polyram-Combi zeigte demgegenüber 
nur eine sehr schwache Wirkung, die zudem nicht alle Hefen 
betraf. Es bleibt daher offen, ob im Freiland zu beobachtende 
Effekte in allen Fällen erfaßt würden. Eine Quantifizierung 
der Wirkungen ist mit dieser Methode daher nur bedingt 
möglich. Sie eignet sich aber ggf. für die Abschätzung poten­
tieller Nebenwirkungen von Fungiziden, wenn kein Mikroti­
terplattenphotometer zur Verfügung steht oder Präparate ein­
schließlich der reinen Wirkstoffe eine zu starke Trübung in 
Flüssigmedium verursachen. 
Mit der "(achstumsmessung anhand der optischen Dichte in 
Mikrotiterplatten steht eine Methode zur Verfügung, die sich 
gleichermaßen für eine Untersuchung von Hefen und Bakte­
rien eignet und mit der die meisten Fungizide geprüft werden 
können. Gegenüber anderen Methoden zur Wachstumsmes­
sung ermöglicht sie eine erhebliche Arbeits-, Material- und 
Platzersparnis und ist leicht automatisierbar. Im Vergleich zu 
den beiden Hemmhofverfahren ist sie wesentlich empfind­
licher (um einen Faktor von mindestens 100) (Tab. 7). Sie 
ermöglicht damit eine deutliche Quantifizierung und Differen­
zierung der Hemmeigenschaften verschiedener Mittel und 
Wirkstoffe. 
Eine wichtige Frage bei der Zusammenstellung eines Stan­
dardverfahrens, das für die Prüfung verschiedener Hefen 
geeignet sein soll, betrifft den optimalen Meßzeitpunkt. Der 
frühestmögliche Termin bei den Hefen war der 3. Tag, da 
einige Isolate sich erst dann in der exponentiellen Wachstums­
phase befanden. Bei einer Messung zu diesem Termin wurden 
auch kurzfristige wachstumsverzögernde Wirkungen niedrige­
rer Fungizidkonzentrationen, die im Verlauf eines längeren 
Versuchszeitraums wieder ausgeglichen werden, mit erfaßt. 
Für eine Messung am 3. Tag spricht auch die Tatsache, daß bei 
den darauf untersuchten Fungiziden im Verlauf von 4 Tagen 
schon Wirkstoffverluste auftraten, wie es besonders für Eupa-
Tab. 7. Vergleich der Empfindlichkeit der Stanzloch- mit der Mikroti­
terplattenmethode anhand der jeweils ermittelten No-effect-level 
(NOEL) (Hefeisolate H4, H35, Hl77) 
Fungizid 
Antracol 
Dithane Ultra 
Euparen 
Polyram Combi 
NOEL in % der praxisüblichen Konzentration 
Stanzlochmethodc 
10 
2 
0,2-2 
10--100 
Mikrotiterplattenmethode 
< 0,003--0,03 
< 0,003--0,01 
< 0.001--0,003 
< 0,003--0,03 
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ren, in geringerem Maße aber auch für Polyram-Combi, 
Dithane Ultra und Antracol nachgewiesen werden konnte. 
In den dargestellten Untersuchungen wurde trotzdem der 4. 
Tag nach der Beimpfung gewählt, da der lineare Meßbereich 
bei vielen Hefen unter den beschriebenen Bedingungen erst 
bei einer Wachstumsmessung zu diesem Termin ausgenutzt 
wurde und damit eine bessere Differenzierung der Wirkungen 
verschiedener Fungizidkonzentrationen möglich war. Es 
erschien außerdem fragwürdig, kurzfristige Wachstumsverzö­
gerungen, die ggf. durch eine Adaptation der Mikroorganis­
men sehr schnell wieder ausgeglichen werden, mitzuerfassen. 
Bei den untersuchten Bakterien erschien eine Auswertung 
der Messungen nach 48 Stunden Wachstum unter den oben für 
Hefen beschriebenen Gesichtspunkten als am günstigsten. Da 
viele Bakterien sich zu diesem Termin jedoch schon in der 
stationären Phase befinden, müßte bei einer Prüfung der 
Sensitivität anderer Bakterienstämme ggf. ein früherer Meß­
termin gewählt werden. 
Ein weiteres Problem bei einer Messung des Mikroorganis­
menwachstums unter dem Einfluß von Pflanzenschutzmitteln 
anhand der optischen Dichte ist die durch die Mittel selbst 
verursachte Trübung, die eine Quantifizierung der Wirkungen 
höherer Konzentrationen begrenzt. Hemmeffekte aller Fungi­
zide konnten bis zu einer Konzentration von 3 % der praxisüb­
lichen Konzentrationen problemlos quantifiziert werden, da 
die optische Dichte der Fungizidsuspension in diesem Konzen­
trationsbereich ohne Hefen innerhalb des linearen Bereichs 
lag. Die minimale Hemmkonzentration und die EC50 (aus 
Abb. 7 ablesbar) aller geprüften Dithiocarbamate und Eupa­
ren lagen weiter unterhalb von diesem Wert. Bei Fungiziden, 
die eine starke Trübung verursachen und gleichzeitig nur in 
hohen Konzentrationen hemmend auf die Testorganismen 
wirken, wie unter den hier untersuchten Fungiziden nur 
Ronilan, konnte aber immer noch der No-effect-level 
bestimmt werden. 
Da die Methode aufgrund des unmittelbaren, vor Umwelt­
einflüssen geschützten und anhaltenden Kontaktes der 
Mikroorganismen mit den Wirkstoffen sehr empfindlich ist, ist 
es fraglich, ob eine Prüfung höherer Konzentrationen über 
3 % oder 10 % der praxisüblichen Konzentration erforderlich 
ist. Mikroorganismenpopulationen in der Phyllosphäre ent­
wickeln sich aus Einzelorganismen, die über die Luft, Nieder­
schläge, Spritzwasser oder tierische Organismen auf die Pflan­
zenoberfläche gelangen. Wichtiger als die Abtötung ist daher 
die Möglichkeit der Wiederbesiedlung, die u. a. von den 
Rückständen der Pflanzenschutzmittel auf den Blättern 
abhängt. Die praxisübliche Konzentration selbst ist daher hier 
weniger maßgebend für eine Bewertung der Wirkungen als die 
längerfristig verbleibenden Rückstände. Einer Wirkstoffab­
nahme durch Verdunstung, Abbau und Abwaschung stehen 
hier jedoch auch mögliche Konzentrationserhöhungen durch 
Eintrocknung der Spritzbeläge gegenüber. Bisher sind Daten 
zu den Rückständen auf Pflanzenoberflächen in der Literatur 
kaum zu finden. Rückstandswerte beziehen sich in der Regel 
auf die Substanz der gesamten Pflanzen bzw. Pflanzenteile, so 
daß in diesem Bereich für eine Bewertung des Nachweis­
niveaus des Mikrotiterplattenverfahrens noch gezielte Unter­
suchungen notwendig sind. 
lm Mikrotiterplattentest wurden alle Hefeisolate bereits 
durch Euparen- und Dithiocarbamat-Konzentrationen in der 
Größenordnung von 1 Tausendstel (Euparen) bzw. 3 Tau­
sendstel der praxisüblichen Konzentration· (Antracol, Dithane 
Ultra und Polyram-Combi) vollständig gehemmt. Ein solches 
Ergebnis läßt erwarten, daß die Anwendung dieser Fungizide 
auch an Pflanzen nicht ohne Effekte auf die Mikroflora bleibt. 
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Dies wird durch eigene Untersuchungen an Tomaten im 
Gewächshaus bestätigt. Nach diesen erreichte die Hefemikro­
flora nach Applikation von Dithane Ultra oder Euparen erst 
nach ca. 5 Wochen wieder eine Populationsdichte, die sich 
nicht mehr signifikant von derjenigen auf unbehandelten 
Pflanzen unterschied (SMOLKA unveröffentlicht), und nach 
Euparen-Behandlung konnten Hefen in der Phyllosphäre von 
Tomaten im Gewächshaus noch nach 30 Tagen nur einge­
schränkt wieder anges_iedelt werden (SMOLKA und RusACH, 
1988). 
Für die Praxisrelevanz der Empfindlichkeitsbewertung mit 
Hilfe der Mikrotiterplattenmethode sprechen auch verschie­
dene Untersuchungen zur Wirkung von Fungiziden auf die 
Fermentation von Wein und damit auf Hefen der Gattung 
Saccharomyces, deren Ergebnisse CABRAS et al. (1987) in 
einem Übersichtsartikel zusammengestellt haben. Zwar wur­
den in der vorliegenden Untersuchung andere Hefearten 
geprüft, auffällig ist jedoch die Übereinstimmung in den 
NOELs, die z.B. für Dichlofluanid (Euparen) ermittelt wur­
den. So wurde die Fermentation durch dieses Fungizid ent­
sprechend unseren Ergebnissen im Mikrotiterplattentest 
bereits in Konzentrationen unter 1 ppm gehemmt (EHREN­
HARDT und JAKOB, 1968). Yinclozolin (Ronilan), das nach 
Previcur N im Mikrotiterplattentest die geringsten Effekte auf 
Hefen und Bakterien zeigte, hatte ebenso mehreren anderen 
Untersuchungen zufolge keine Wirkung auf die Fermentation 
(CABRAS et al., 1987). 
Bei minimalen Hemmkonzentrationen in einer Größenord­
nung oberhalb der praxisüblichen Konzentration, wie sie für 
Previcur N und Ronilan ermittelt wurden, ist eine Hemmung 
auf der Pflanze zwar nicht auszuschließen (s. u.), jedoch sehr 
unwahrscheinlich. 
Da bisher Vergleiche von Untersuchungen in vitro und in 
vivo kaum vorliegen, stellt sich die Frage, inwieweit In-vitro­
Tests ausreichen, um Wirkungen von Pflanzenschutzmitteln 
zu erfassen. FoKKEMA und DE Noou (1981) fanden bei einem 
solchen Vergleich übereinstimmende Ergebnisse für die Fun­
gizide Captan, Captafol und Tridemorph. Eine In-vitro-Prü­
fung der Benzimidazole Benomyl, Carbendazim und Thiopha­
nat-methyl, die auf Pflanzen z.B. zu einer Hemmung von 
Cryptococcus spp. führten, ergab jedoch keine Hinweise auf 
eine solche Wirkung. Eine Ursache hierfür kann eine zu 
geringe Empfindlichkeit des dort verwendeten In-vitro-Yer­
fahrens (Ausstrich auf fungizidhaltigem Agar) sein, wie sie 
ebenfalls in der vorliegenden Arbeit für die Hemmhofmetho­
den dargelegt wurde. Hinzu kommt, daß auch synergistische 
Wirkungen von Pflanzenschutzmitteln und anderen Streßfak­
toren zu einer Erhöhung der Empfindlichkeit der Mikroorga­
nismen auf den Pflanzen führen können. 
Eine In-vitro-Prüfung mit den bisher verwendeten Metho­
den machte demzufolge In-vivo-Untersuchungen nicht über­
flüssig. Eine Abschätzung von NOELs kann nach DE JoNG et 
al. (1991) nur auf der Basis von Ergebnissen aus Freiland- und 
Laboruntersuchungen gemeinsam vorgenommen werden, 
solange nicht mehr Daten aus der Praxis vorliegen, auf deren 
Grundlage die Aussagefähigkeit von In-vitro-Tests bewertet 
werden kann. 
Der Mikrotiterplattentest, wie er hier für die ln-vitro-Prü­
fung von Pflanzenschutzmitteln ausgearbeitet wurde, eignet 
sich gleichermaßen für eine Vielzahl anderer Anwendungen. 
So kann dieses Verfahren sowohl für die Prüfung von Chemi­
kalien allgemein als auch für die Erfassung der Sensitivität 
anderer Mikroorganismengruppen, z.B. aus dem Boden, 
angewendet werden. Darüber hinaus eignet sich diese 
Methode auch z.B. für die Erfassung von Wirkungsspektren 
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von Pflanzenschutzmitteln einschließlich derjenigen von 
Naturstoffen (REIMERS et al., in Vorbereitung). 
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